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co-substrate was shown. A family of copolymers with different content of 3H4MV monomer was 
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in copolymers caused the reduction of crystallinity degree and of molecular weight, and changes of 
thermal characteristics of copolymers.
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Биосинтез и свойства ПГА,  
содержащих мономеры 3-гидрокси-4-метилвалерата
О.Н. Виноградоваа,б, Т.Г. Воловаа,б
аСибирский федеральный университет 
Россия, 660041, Красноярск, пр. Свободный, 79 
бИнститут биофизики СО РАН 
Россия, 660036, Красноярск, Академгородок, 50/50
Исследована способность природного штамма Cupriavidus eutrophus B10646 синтезировать 
сополимеры, содержащие 3-гидрокси-4-метилвалерат (3Г4МВ) [П(3ГБ/3ГВ/3Г4МВ)]. 
Показана возможность синтеза трехкомпонентных сополимеров, содержащих мономеры 
3ГБ, 3ГВ и мономеры 3Г4МВ при использовании глюкозы или масляной кислоты и субстрата-
предшественника. Синтезировано семейство сополимеров с различным соотношением 
мономеров и содержанием 3Г4МВ максимально до 7,7 мол. %. Показано существенное 
снижение степени кристалличности при увеличении содержания мономеров 3ГВ и 3Г4МВ 
на фоне изменения термического поведения сополимеров и падения величины молекулярной 
массы.
Ключевые слова: полигидроксиалканоаты, поли(3-гидроксибутират/3-гидрокси-4-
метилвалерат), Cupriavidus eutrophus B10646, субстрат-предшественник, 4-метилвалерат.
Введение
Полигидроксиалканоаты (ПГА) – по-
лиэфиры, синтезируемые микроорганизма-
ми при лимитировании роста элементами 
конструктивного метаболизма. Наиболее 
распространенным и изученным предста-
вителем ПГА является гомополимер поли(3-
гидроксибутират) [П(3ГБ)] (Choi, Lee, 1999; 
Huisman, Madison, 1999), однако П(3ГБ) об-
ладает высокой степенью кристалличности 
(70-80 %), что затрудняет изготовление из 
него изделий. Для улучшения свойств поли-
меров проводится работа, направленная на 
изучение возможности синтеза сополимеров 
П(3ГБ) с другими мономерами. Список из-
вестных типов ПГА пополняется, и в настоя-
щее время появляется информация о возмож-
ности микробного синтеза полимеров этого 
класса, содержащих новые, в том числе нео-
бычные, мономеры (Chia et al., 2010; Sudesh et 
al., 2000). Сравнительно недавно в литературе 
появились данные по синтезу сополимерных 
ПГА, содержащих в своем составе мономеры 
3-гидрокси-4-метилвалерата (3Г4МВ) (Dai et 
al., 2007; Tanadchangsaeng et al., 2009; Saika et 
al., 2011). К настоящему времени в качестве 
продуцентов этих сополимеров в основном 
описаны генетически модифицированные 
штаммы (Chia et al., 2010; Tanadchangsaeng 
et al., 2009; Saika et al., 2011; Lau et al., 2011) 
и в меньшей степени природные микроор-
ганизмы (Tanadchangsaeng et al., 2009; Lau et 
al., 2010, 2011; Lau, Sudesh, 2012), обладающие 
такой способностью. В серии работ описаны 
условия синтеза сополимеров, содержащих 
мономеры 3Г4МВ, на различных субстра-
тах: глюкозе (Tanadchangsaeng et al., 2009; 
Saika et al., 2011; Lau et al., 2011; Lau, Sudesh, 
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2012), валерате, пропионате (Lau et al., 2010), 
соевом масле (Watanabe et al., 2012). При этом 
малоизученным остается вопрос о физико-
химических свойствах сополимеров этого 
типа.
Целью настоящей работы было исследо-
вание условий микробиологического синтеза 
и физико-химических свойств сополимеров, 
содержащих мономеры 3Г4МВ.
Материалы и методы
Исследован штамм Cupriavidus eutrophus 
B10646, обладающий способностью синте-
зировать сополимерные ПГА, образованные 
коротко- и среднецепочечными мономерами 
гидроксипроизводных алкановых кислот раз-
личного строения, и имеющий широкий ор-
ганотрофный потенциал (Volova et al., 2013, 
2014).
Для культивирования бактерий исполь-
зовали стандартную минеральную среду 
Шлегеля (Schlegel, 1961) с лимитированным 
содержанием азота в среде (40 % от потребно-
стей культуры в элементе) (NH4Cl – 0,4 г/л). В 
качестве основного источника углерода брали 
глюкозу или масляную кислоту (Panreac, ЕС), 
последнюю нейтрализовали 33%-ным рас-
твором KOH (pH 7,0±0,2), затем стерилизова-
ли фильтрацией с применением мембранного 
фильтра Opticap XL300 Millipore «Экспресс» 
SHC (США).
Бактерии выращивали в стеклянных ко-
нических колбах объемом 2 л, наполовину 
заполненных минеральной средой в термо-
статируемом шейкер-инкубаторе Innova® се-
рии 44 (New Brunswick Scientific, США) при 
температуре 30 ºС и 200 об/мин. Концентра-
цию глюкозы или масляной кислоты поддер-
живали в культуре на уровне 20 или 0,5-1,0 
г/л соответственно в связи с раннее опреде-
ленными границами физиологического дей-
ствия этих углеродных субстратов (Volova et 
al., 2011). Для синтеза трехкомпонентных ПГА 
[П(3ГБ/3ГВ/3Г4МВ)] в культуральную среду 
вносили субстрат-предшественник 4-метил-
валерат (Sigma, США), используя режим дроб-
ного дозирования, при котором однократная 
доза не превышала 1,5 г/л. Культивирование 
проводили в течение 96 ч, добавки субстрата-
предшественника вносили на 24-, 48- и 72-й ч.
Урожай биомассы клеток бактерий оце-
нивали измерением оптической плотности 
культуры и по весу сухого вещества. Вну-
триклеточную концентрацию и состав поли-
мера определяли хроматографией метиловых 
эфиров жирных кислот после предваритель-
ного метанолиза образцов на хромато-масс-
спектрометрической системе 7890/5975C 
(Agilent Technologies, США), а также 1H 
ЯМР-спектроскопией растворов ПГА в дей-
терированном хлороформе (CDCl3) на ЯМР-
спектрометре AVANCE III 600 (Bruker, Гер-
мания).
Концентрацию глюкозы в среде опреде-
ляли с помощью набора «Глюкоза – ФКД», 
включающего ферментно-хромогенную смесь 
и калибратор (раствор глюкозы с известной 
концентрацией, 10 ммоль), фотометриче-
ски на фотоколориметре КФК-2МП (Россия). 
Концентрацию азота устанавливали фото-
метрическим методом с реактивом Нессле-
ра, масляной кислоты и 4-метилвалерата – с 
помощью газохроматографического анализа 
(7890/5975C, Agilent Technologies, США) по-
сле предварительной экстракции хлорофор-
мом из подкисленных образцов культураль-
ной среды (рН 2-3).
Исследования физических свойств образ-
цов ПГА включали измерение молекулярно-
массовых характеристик методом гель-
проникающей хроматографии (1260 Infinity, 
Agilent Technologies, США): средневесовой 
(Mв), среднечисловой (Mч) молекулярной 
массы и полидисперсности (Ð), позволяю-
– 148 –
Olga N. Vinogradova and Tatiana G. Volova. Biosynthesis and Properties of PHA Containing Monomers...
щей оценить соотношение в полимере фраг-
ментов с различной степенью полимери-
зуемости; температурных характеристик 
(дифференциально-сканирующая калориме-
трия (DSC-1, Mettler Toledo, Швейцария); сте-
пени кристалличности (на рентгеноспектро-
метре D8 ADVANCE (Bruker, Германия).
Статистическую обработку результатов 
проводили общепринятыми методами с ис-
пользованием стандартного пакета программ 
Microsoft Excel. Результаты представлены как 
средние арифметические со стандартным от-
клонением.
Результаты и обсуждение
В культуре бактерий Cupriavidus 
eutrophus B10646, выращиваемой на моно-
углеродном субстрате (глюкоза 20 г/л) при 
лимитировании роста по азоту, урожай био-
массы и содержание полимера за 96 ч куль-
тивирования составили 7,3 г/л и 86 % соот-
ветственно. Синтезированный полимер был 
представлен гомополимером 3-гидроксибу-
тирата (3ГБ). Синтез сополимерных ПГА ис-
следован при внесении в культуру бактерий 
субстрата-предшественника: 4-метилвалера-
та (4МВ). Варьируя режим углеродного пита-
ния и количество вносимых добавок допол-
нительных углеродных субстратов, удалось 
синтезировать трехкомпонентный полимер 
с различным соотношением мономеров 3ГБ, 
3ГВ и 3Г4МВ (табл. 1).
Из представленных данных следует, 
что 4-метилвалерат ингибировал рост бак-
терий и в еще большей степени накопление 
полимера. При внесении 4-метилвалерата в 
концентрации 0,5 г/л включение мономеров 
3ГВ и 3Г4МВ в сополимере составило 10,0 
Таблица 1. Содержание в биомассе и состав полигидроксиалканоатов, синтезируемых бактериями 
Cupriavidus eutrophus B10646 в различных условиях углеродного питания (среднее±стандартное 
отклонение, n=3)
Концентрация 
4-метилвалерата*, 
г/л
Выход сухой 
биомассы, г/л
Содержание 
полимера, % от 
сухой биомассы
Выход 
полимера, г/л
Состав полимера, мол. %
3ГБ 3ГВ 3Г4МВ
Глюкоза 20 г/л
0,0 7,31±0,33 86,0±2,1 6,29±0,37 100,0 0,0 0,0
0,5 5,63±0,31 40,4±2,0 2,27±0,16 83,3 10,0 6,7
1,0 4,82±0,24 21,5±1,5 1,04±0,07 85,3 7,0 7,7
1,5 2,01±0,20 10,2±0,9 0,20±0,01 97,7 1,6 0,7
Масляная кислота 0,5 г/л
0,0 4,65±0,21 52,1±2,3 2,42±0,18 100,0 0,0 0,0
0,5 4,24±0,30 36,2±2,1 1,53±0,07 82,3 12,6 5,1
1,0 4,72±0,34 39,1±1,3 1,84±0,10 73,9 21,5 4,6
1,5 1,51±0,21 26,4±1,1 0,40±0,01 82,9 16,1 1,0
Масляная кислота 1,0 г/л
0,0 6,25±0,33 84,0±2,5 5,25±0,28 100,0 0,0 0,0
0,5 5,41±0,30 80,2±2,7 4,34±0,19 90,5 6,3 3,2
1,0 5,64±0,24 78,6±2,4 4,43±0,21 71,1 23,3 5,6
1,5 1,61±0,07 48,3±1,5 0,78±0,03 88,4 7,3 4,3
* Каждая добавка 4-метилвалерата была внесена на 24, 48 и 72 час культивирования.
– 149 –
Olga N. Vinogradova and Tatiana G. Volova. Biosynthesis and Properties of PHA Containing Monomers...
и 6,7 мол. % соответственно, общий выход 
сополимера – 40 %. При увеличении кон-
центрации 4-метилвалерата до 1,5 г/л оба 
показателя снижались (до 1,6 и 0,7 мол. % 
соответственно) на фоне снижения общего 
выхода полимера (до 10 %). Максимальное 
включение мономеров 3Г4МВ (7,7 мол. %) 
получено при добавлении 4МВ в концентра-
ции 1,0 г/л. Общий выход сополимера при 
этом был низким (20 %).
Полученные данные согласуются с резуль-
татами зарубежных авторов по токсическому 
влиянию субстратов-предшественников на 
рост бактерий и синтез ПГА. Так, в одной из 
первых работ сополимер П(3ГБ/3ГВ/3Г4МВ) 
был получен в культуре рекомбинантного 
штамма Ralstonia eutropha PHB-4 при росте 
на глюкозе с добавками 4-метилвалерата или 
4-метил-2-пентеноата (Tanadchangsaeng et al., 
2009). При этом содержание мономеров 3Г4МВ 
было на уровне 13 мол. %, урожай биомассы 
и общий выход сополимера – 1,5 г/л и 46 %. В 
работе Lau (2011) при культивировании дико-
го штамма Burkholderia sp. USM (JCM15050) и 
его трансформированного штамма, содержа-
щего плазмиду pBBREE32d13 с геном ПГА-
синтазы из A. caviae, на фруктозе с добавлени-
ем 4-метилвалерата получены более высокие 
результаты. Выход биомассы и сополимера 
составили 4,5 г/л и 24 % и 3,72 г/л и 17 % у 
дикого и трансформированного штамма со-
ответственно, однако содержание мономеров 
3Г4МВ было высоким (21 мол. %) у трансфор-
мированного штамма и низким (1 мол. %) у 
дикого штамма.
Замена глюкозы масляной кислотой со-
провождалась увеличением общего выхода 
сополимера П(3ГБ/3ГВ/3Г4МВ) и включени-
ем мономеров 3ГВ, содержание мономеров 
3Г4МВ оставалось на том же уровне. Варьи-
рование концентрации 4-метилвалерата не 
позволило повысить величину включения мо-
номеров 3Г4МВ в сополимер (табл. 1). В связи 
с токсичностью масляной кислоты в концен-
трации 1 г/л выход биомассы (6,2 г/л) был не-
сколько ниже, чем на глюкозе (7,3 г/л).
Снижение концентрации масляной кис-
лоты до 0,5 г/л привело к снижению содер-
жания полимера до 52 % и выходу биомассы 
до 4,6 г/л, что, вероятно, обусловлено недо-
статочной концентрацией субстрата, одна-
ко при этом возросло содержание в сопо-
лимере мономеров 3ГВ (до 12,6-21,5 мол. %) 
при низком уровне мономеров 3Г4МВ (1,0-
5,1 мол. %). Дробное внесение 4-метилва-
лерата в культуру бактерий при суммарном 
количестве внесенного вещества 3 г/л и ста-
билизации концентрации масляной кислоты 
на уровне 1,0 г/л позволило получить сополи-
мер с включением мономеров 3ГВ и 3Г4МВ 
на более высоком уровне – 23,3 и 5,6 мол. % 
соответственно.
Таким образом, при варьировании типа 
и концентрации основного углеродного суб-
страта (глюкоза и масляная кислота) и режи-
мов дозирования субстрата-предшественника 
(4-метилвалерата) удалось увеличить общий 
выход трехкомпонентного сополимера до 
78 % при содержании мономеров 3ГВ и 3Г4МВ 
соответственно 23,3 и 5,6 мол. %.
Синтезирована и исследована линейка 
сополимерных образцов с различным со-
отношением мономеров 3ГБ, 3ГВ и 3Г4МВ 
(табл. 2). 
Молекулярно-массовые характеристики 
являются одним из наиболее важных пара-
метров, характеризующих свойства высоко-
молекулярных соединений и определяющих 
технологические свойства полимеров. Зна-
чение среднечисловой молекулярной мас-
сы (Мч) у сополимеров варьировало от 100 
до 166 кДа и было в 2,0-3,5 раза ниже, чем 
у гомополимера П(3ГБ) (365 кДа); Мв также 
была ниже, чем у гомополимера (920 кДа), 
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в пределах 415-590 кДа. У всех полученных 
трехкомпонентных образцов полидисперс-
ность находилась на относительно высоком 
уровне – 3,53-4,36.
Для полученных сополимерных об-
разцов сняты термограммы в широком диа-
пазоне температур, включающих границы 
стеклования (Тстекл), кристаллизации (Ткрист), 
плавления (Тпл) и термической деградации 
(Тдегр) полимера. При исследовании темпера-
турных характеристик (табл. 2) у трехкомпо-
нентных образцов зафиксировано наличие 
двух пиков температуры плавления, разли-
чающихся по величине на 12-14 оС. Вторая 
особенность в термическом поведении трех-
компонентных образцов заключается в об-
наруженном значительном (140-150 оС) раз-
рыве между Тпл и Тдегр, что выше известных 
и полученных ранее данных для различных 
представителей ПГА. При этом температура 
термической деградации для трехкомпонент-
ных сополимеров и П(3ГБ) была близкой. В 
отличие от сополимерных ПГА у П(3ГБ) не 
обнаружено пика Тстекл. Существенных отли-
чий в температуре стеклования и кристалли-
зации не зафиксировано.
Результаты рентгеноструктурного ана-
лиза показали, что степень кристалличности 
синтезированных сополимерных образцов 
также существенно отличалась от таковой у 
высококристалличного гомополимера (76 %) 
и была значительно ниже, в пределах 42-
44 %. Это согласуется с данными работы 
(Tanadchangsaeng et al., 2010), в которой по-
казано снижение степени кристалличности 
пленок П(3ГБ/3Г4МВ) с 60 до 13 % при уве-
личении содержания мономеров 3Г4MВ от 0 
до 39 мол. %. Зависимости значения степени 
кристалличности от мономерного состава со-
полимера не выявлено.
Заключение
Показана возможность синтеза при-
родным штаммом Cupriavidus eutrophus 
B10646 трехкомпонентных сополимерных 
ПГА, содержащих, помимо мономеров 3ГБ 
и 3ГВ, мономеры 3Г4МВ. Варьирование 
условий углеродного питания, включая до-
зирование субстрата-предшественника, по-
зволило синтезировать линейку образцов 
с различным соотношением мономеров. 
Исследованы физико-химические свойства 
образцов сополимеров и показано суще-
ственное снижение степени кристаллично-
сти при увеличении содержания мономеров 
3ГВ и 3Г4МВ на фоне изменения термиче-
ского поведения сополимеров и падения 
молекулярной массы.
Таблица 2. Химический состав и свойства гомополимера П(3ГБ) и трехкомпонентных ПГА, образованных 
мономерами 3ГБ, 3ГВ и 3Г4МВ
Состав ПГА, мол. %
Мч, кДа Мв, кДа ПД Сх, % Тстекл.,oC Ткрист.,oC Тпл.,°С Тдегр.,°С
3ГБ 3ГВ 3Г4МВ
100,0 0,0 0,0 365 920 2,52 76 - 99,0 173,1 280,8
88,4 7,3 4,3 130 566 4,36 42 1,6 72,4 153,4; 165,9 295,2
84,2 14,0 1,8 153 590 3,85 44 1,2 68,6 146,4; 158,0 296,2
82,3 12,6 5,1 100 415 4,15 43 1,2 55,9 146,6; 160,8 296,0
71,1 23,3 5,6 166 585 3,53 44 0,9 57,5 142,3; 156,7 296,6
Примечание: Мч – среднечисловая молекулярная масса, Мв – средневесовая молекулярная масса, 
ПД – полидисперсность, Сх – степень кристалличности, Тстекл – температура стеклования, Ткрист – температура 
кристаллизации, Тпл – температура плавления, Тдегр – температура термической деградации, «-» – не обнаружено.
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